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Abstract  
Citrus fruits constitute a basic agricultural product in many countries. They are a source of 
national income, empowering labor market in rural zones and those surrounding urban areas, 
and in addition to being an important part of the diet. Insects are common problems to planting 
of citrus. Purple Scale, Lepidosaphes beckii (Newman) is one of the destructive insect pests of 
citrus worldwide. The control of purple scale insects in citrus utilizes native natural enemies 
including pathogens. Most known species of mould are pathogens
 
of purple scale insect of citrus. 
The objective of this research was to study phylogenetic systematics of Indonesian indigenous 
mould isolates as pathogen on purple scale insect (Lepidoshapes beckii Newman) pest of citrus 
plants. Seven mould isolates derived from Purworejo, Brastagi, and Poncokusumo were showed 
pathogenic on purple scale insect. The fungal isolates were cultured on PDA. The DNA of fungal 
material was isolated with Kit Prepman Ultra (Applied Biosystems). Nuclear ribosomal Large 
Subunit 28S rDNA (LSU) was amplified using primers ITS1 and ITS4. Products of PCR were 
purified and sequenced.
 
Based on the 28S rDNA sequence, the result was showed that isolate of 
PW ASG D4 was related to Gibberella moniliformis dx-12, PC ORG D4 was related to Gibberella sp. 
1893, PW ASG D2 was related to Gibberella moniliformis BZ070101, PW LB D2 was related to 
Gibberella moniliformis 52, BRS D22 was related to Fusarium oxysporum DC-1-67, PWRJ I D4 was 
related to Fusarium culmorum SQ070108, and BRS D23 was related to Aschersonia sp. Ag-11. 
Key words: Entomopathogen, mould, purple scale insect, phylogenetic, 28S rDNA 
Abstrak 
Buah jeruk merupakan produk pertanian sebagai sumber devisa, penyerap tenaga kerja, dan 
sebagai bahan pangan yang penting di banyak Negara. Berbagai insekta di antaranya kutu sisik 
coklat Lepidosaphes beckii (Newman) menjadi hama perusak pada tanaman jeruk di seluruh 
dunia. Pengendalian kutu sisik coklat pada tanaman jeruk dapat menggunakan kapang patogen 
indigenus sebagai musuh alami. Tujuan penelitian ini untuk mempelajari sistematik filogenetik 
tujuh isolat kapang indigenus Indonesia yang berasal dari Purworejo, Brastagi dan 
Poncokusumo yang patogenik pada kutu sisik coklat hama pada tanaman jeruk. Isolat-isolat 
kapang dibiakkan pada medium PDA dan DNA kromosom inti diisolasi dengan Kit Prepman 
Ultra (Applied Biosystems). Subunit besar 28S rDNA ribosom dari DNA inti diamplifikasi 
dengan primer ITS1 dan ITS4 kemudian amplikon dipurifikasi dan disekuensing. Berdasarkan 
sekuen 28S rDNA menunjukkan bahwa isolat PW ASG D4 berkerabat dengan Gibberella 
moniliformis dx-12, PC ORG D4 berkerabat dengan Gibberella sp. 1893, PW ASG D2 berkerabat 
dengan Gibberella moniliformis BZ070101, PW LB D2 berkerabat dengan Gibberella moniliformis 
52, BRS D22 berkerabat dengan Fusarium oxysporum DC-1-67, PWRJ I D4 berkerabat dengan 
Fusarium culmorum SQ070108, dan BRS D23 berkerabat dengan Aschersonia sp. Ag-11.  
Kata kunci: Kapang, entomopatogen, kutu sisik coklat, filogenetik, 28SrDNA 
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Pendahuluan 
Buah jeruk merupakan produk pertanian 
yang penting di banyak negara karena sebagai 
sumber devisa, penyerap tenaga kerja, dan 
sebagai bahan pangan (Morton, 2001). Buah 
tersebut sebagai komoditas terpenting di 
Indonesia setelah pisang dan mangga. Sampai 
saat ini produktivitas jeruk di Indonesia masih 
rendah yaitu berkisar 8,6–15 ton/ha/tahun dan 
pengembangannya masih jauh tertinggal dengan 
negara lain (Sistim Informasi Manajemen 
Pembangunan di Perdesaan, BAPPENAS, 2007). 
Produktivitas yang rendah ini antara lain 
disebabkan oleh adanya serangan kutu sisik 
coklat (Lepidosaphes beckii Newman) yang saat 
ini merupakan hama utama pada tanaman jeruk 
di berbagai negara (Futch et al., 2001; Meekes, 
2001, Meekes et al., 2002; Triwiratno, 2004; 
Triwiratno dan Yunimar, 2005; Anonim, 2007; 
Dolinski dan Lacey, 2007). Nimpa dan kutu 
dewasa hama tersebut menghisap cairan dari 
daun, buah, cabang, dan batang tanaman jeruk; 
menyebabkan khlorosis dan gugurnya daun, 
pemasakan tidak sempurna dan gugurnya buah, 
cabang kering dan mati atau bahkan matinya 
tanaman (Anonim, 2007). 
Beberapa jenis kapang entomopatogen 
seperti Beauveri bassiana, Metarhizium 
anisopliae (Santra, 2004), Hypocrella/ 
Aschersonia sp. (Meekes et al., 2002, Chaverri 
et al., 2008), Gibberella dan Fusarium sp. 
(Barrag'an, et al., 2004) dapat menginfeksi kutu 
sisik coklat. Konidia kapang entomopatogen 
tumbuh menembus kutikula menyebabkan 
kutikula pecah dan kematian kutu sisik (Liu et 
al., 2006; Meekes, 2001 cit. Chaverri et al., 
2008). Kapang tersebut sangat sesuai sebagai agen 
pengendalian serangga hama penghisap tanaman 
(Hemiptera) (Dolinski dan Lacey, 2007), mudah 
dibiakkan, dan spesifik. Fungi entomopatogen 
menghasilkan metabolit sekunder yang bersifat 
insektisidal terhadap kutu sisik, yaitu destruxins 
cyclohexadepsipeptides A4 dan A5 serta 
Ascherxanthone A yang merupakan senyawa 
depsipeptida (Krasnoff dan Gibson, 1996; Isaka 
et al., 2005; Ganassi et al., 2008). 
Beberapa isolat kapang indigenous 
Indonesia menunjukkan patogenisitas yang 
tinggi terhadap kutu sisik coklat (Suharjono et 
al., 2008). Identifikasi isolat-isolat kapang 
tersebut berdasarkan karakter fenotip hasilnya 
tidak akurat serta tidak mencerminkan hubungan 
filogeni dan evolusi. Data sekuen 28S rDNA 
saat ini digunakan sebagai dasar identifikasi 
taksa fungi dalam sistem hirarki yang 
mencerminkan hubungan kekerabatan dan 
evolusinya (Shenoy et al., 2007). Oleh karena 
itu penelitian ini bertujuan untuk identifikasi 
spesies entomopatogen tersebut berdasarkan 
sekuen 28S rDNA. 
Metode Penelitian 
Isolat-Isolat Kapang Uji 
Kapang yang digunakan dalam penelitian 
ini meliputi tujuh isolat indigenous Indonesia 
sebagai patogen kutu sisik coklat (Lepidosaphes 
beckii Newman) hama pada tanaman jeruk di 
Purworejo, Jawa Tengah; Brastagi, Sumatera 
Utara; dan Poncokusumo, Jawa Timur (Tabel 1). 
Semua isolat kapang merupakan hasil isolasi 
monospora yang ditumbuhkan dalam medium 
Potato Dextrose Agar (PDA). 
Isolasi DNA Kapang 
Isolasi DNA setiap isolat kapang 
dilakukan dengan menggunakan Kit Prepman 
Ultra (Applied Biosystems). Hifa kapang dari 
medium PDA umur tiga hari dimasukkan ke 
dalam tabung eppendorf yang berisi 200 µl Kit 
Prepman Ultra, kemudian divorteks selama 
10−30 menit. Suspensi dipanaskan pada suhu 
100°C selama 10 menit kemudian disentrifugasi 
pada kecepatan 16.000xg selama tiga menit. 
Supernatan DNA dipindahkan ke dalam tabung 
eppendorf yang baru dan disimpan pada suhu 
4°C. 
Amplifikasi dan Sekuensing 28S rDNA 
Amplifikasi dan sekuensing 28S rDNA 
kapang dilakukan menurut Fang et al., (1992). 
Suspensi DNA hasil isolasi dilakukan PCR 
menggunakan Kit LA Tag (TAKARA) dengan 
primer ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGC 
GG-3’) dan ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGAT 
ATGC-3’). Reaksi PCR menggunakan komposisi 
senyawa 25 mM MgCl2 5 µl, 2,5 mM dNTP mix 
4 µl, 10× buffer 5 µl, LA Tag 0,25 µl, 10 µM 
primer ITS1 2 µl, 10 µM primer ITS4 2 µl, 
ddH2O 29,75 µl, template (< 1 µg) 2 µl. Program 
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PCR untuk amplifikasi DNA tersebut dilakukan 
pada suhu denaturasi awal 95°C selama 3 menit, 
dilanjutkan 30 siklus (suhu denaturasi 94°C 
selama 30 detik, annealing 55°C selama 20 
detik, dan ekstensi 72°C selama 1 menit) serta 
ekstensi akhir pada suhu 72°C selama 5 menit. 
Amplikon DNA hasil PCR sebanyak 50 µl 
dielektroforesis menggunakan gel agarosa 1%. 
Amplikon DNA hasil PCR dipurifikasi 
menggunakan Gene AID Gel. 
Amplikon murni 28S rDNA dilakukan 
PCR cycle sequencing menggunakan Kit Big 
Dye V3.1 (Applied Biosystems). Reaksi PCR 
cycle sequencing menggunakan komposisi 
senyawa Big Dye V3.1 1 µl, 5× buffer 2 µl, 1,6 
µM primer ITS1/primer ITS4 2 µl, template (5-
20 ng) 2 µl, ddH2O 3 µl. Sampel hasil PCR cycle 
sequencing ditambah 10 µl air bebas DNA dan 
RNA, kemudian ditambahkan 2 µl EDTA 125 
mM, 2 µl natrium asetat 3 M dan 50 µl etanol 
absolut. Sampel diinversi sebanyak empat kali 
dan diinkubasi pada suhu ruang selama 15 menit. 
Sampel disentrifugasi dengan kecepatan 5.000xg 
selama 30 menit. Supernatan dibuang, kemudian 
pelet ditambah dengan 70 µl etanol 70%. Sampel 
disentrifugasi dengan kecepatan 3.000xg selama 
15 menit dan supernatan dibuang. Sisa etanol 
70% dihilangkan dengan dispindown, kemudian 
dikeringkan dalam vakum desikator selama 10 
menit. Sampel dielusi dengan 12 µl air bebas 
DNA dan RNA, kemudian dipanaskan dengan 
heat block digital pada suhu 42°C selama lima 
menit dan ditapping perlahan setiap dua menit. 
Sampel kemudian dispindown dan disekuensing 
menggunakan Gene Cycler Sequencer 3130 XL 
Applied Biosystems. 
Sekuen semua isolat kapang bersama 
sekuen spesies acuan dialignment menggunakan 
program ClustalX. Pohon filogeni dikonstruksi 
dengan menggunakan program PHYLIP 
(Phylogeny Inference Package). Pohon filogeni 
diinferensi dengan menggunakan metode 
Neighbour-Joining, sedangkan jarak evolusi 
dianalisis menurut model Jukes-Cantor (Saitou 
dan Nei, 1987 cit. Kim et al., 2000; Sembiring, 
2002). 
Hasil dan Pembahasan 
Hasil penelitian Suharjono et al., (2008) 
menunjukkan bahwa isolat kapang dari  Purworejo 
(PW ASG D2, PW LB D2, dan PWRJ I D4) dan 
Brastagi (BRS D23) memiliki patogenisitas paling 
tinggi terhadap imago Lepidoshapes beckii. Isolat-
isolat kapang tersebut secara genetik 
menunjukkan berbeda spesies (Gambar 1). 
Berdasarkan sekuen parsial 28S rDNA, isolat 
PW ASG D2 berkerabat dekat dan memiliki nilai 
similaritas 100% dengan Gibberella moniliformis 
BZ070101, PW LB D2 berkerabat dekat dan 
similaritasnya 100% dengan Gibberella 
moniliformis52, dan PWRJ I D4 berkerabat dekat 
dan memiliki similaritas 99,8% dengan Fusarium 
culmorum SQ070108, yaitu satu nukleotida yang 
berbeda dari 495 nukleotida. Isolat kapang BRS 
D23 berkerabat dekat dan memiliki nilai 
similaritas 89,74% dengan Aschersonia sp. Ag-11.  
Tiga isolat kapang: PW ASG D4, PC ORG 
D4, dan BRS-D22 memiliki potensi patogenisitas 
yang rendah terhadap kutu sisik coklat (Suharjono 
et al., 2008). Berdasarkan analisis filogenetik 
sekuen parsial 28S rDNA, bahwa isolat PW ASG 
D4 berkerabat dekat dan memiliki nilai similaritas 
98,49% dengan Gibberella moniliformis dx-12, 
yaitu tujuh nukleotida yang berbeda dari 464 
nukleotida. Isolat PC ORG D4 berkerabat dekat 
dan memiliki nilai similaritas 100% dengan 
Gibberella sp. 1893. Isolat BRS-D22 berkerabat 
dekat dan memiliki similaritas 98,47% dengan 
Fusarium oxysporum DC-1-67, yaitu tujuh 
nukleotida yang berbeda dari 458 nukleotida.  
 
Tabel 1. Isolat Kapang Entomopatogen. 
Isolat Daerah Asal 
PW ASG D4 Purworejo, Jawa Tengah 
PW ASG D2 Purworejo, Jawa Tengah 
PWRJ I D4 Purworejo, Jawa Tengah 
PW LB D2 Purworejo, Jawa Tengah 
BRS D22 Brastagi, Sumatera Utara 
BRS D23 Brastagi, Sumatera Utara 
PC ORG D4 Poncokusumo, Jawa Timur 
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Gambar 1. Pohon filogeni yang dibuat berdasarkan algoritma Neighbour-joining yang menunjukkan hubungan 
antara strain acuan dan isolat kapang entomopatogen pada kutu sisik coklat (Lepidoshapes beckii 
Newman) atas dasar  sekuen parsial 28S rDNA. 
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Isolat PW LB D2 satu kelompok dan 
berkerabat dekat dengan PC ORG D4, tetapi 
kekerabatannya jauh dengan kelima isolat 
lainnya. Sekuen ribosomal DNA digunakan 
untuk identifikasi dan menentukan hubungan 
filogenetik organisme sampai taksa spesies 
(Drancourt et al., 2000; Goto et al., 2000; Jun-
Zhi et al., 2005; Shenoy et al., 2007). Isolat-
isolat kapang entomopatogen yang menunjukkan 
hubungan filogenetik yang tinggi dan memiliki 
nilai similaritas sekuen 28S rDNA lebih dari 
99% dengan spesies acuan dapat dinyatakan 
sebagai satu spesies. Berdasarkan konsep spesies 
secara filogenetik dinyatakan bahwa organisme 
dalam satu spesies bila perbedaan sekuen DNA 
antara 0,2–1% (Drancourt et al., 2000; 
Moncalvo, 2005 cit. Shenoy et al., 2007).  
Isolat BRS-D23 secara filogeni dan 
evolusi berkerabat dekat dan satu kelompok 
dengan spesies anggota Genus Aschersonia, 
tetapi nilai similaritasnya rendah. Rendahnya 
nilai similaritas tersebut kemungkinan 
disebabkan kurang tepat dan kurang banyak 
spesies dari genus tersebut yang digunakan 
sebagai acuan. Oleh karena itu perlu dikaji lebih 
lanjut identifikasi isolat BRS-D23 dengan 
spesies acuan yang lebih banyak dari anggota 
genus tersebut. Menurut Henry et al. (2000) 
isolat-isolat yang memiliki nilai similaritas 
100% dapat dinyatakan sebagai satu strain yang 
sama dan nilai similaritas 99% dinyatakan 
sebagai satu spesies yang sama, sedangkan nilai 
similaritas 89−99% termasuk dalam genus yang 
sama. Berdasarkan hal tersebut dapat dinyatakan 
bahwa kedua isolat yang paling efektif yaitu 
isolat PW ASG D2 adalah spesies Gibberella 
moniliformis BZ070101 dan isolat BRS D23 
adalah termasuk genus Aschersonia. 
Identifikasi spesies kapang menggunakan 
sekuen 28S rDNA secara utuh lebih prediktif dan 
akurat, tetapi tidak efisien karena sekuen 
nukleotidanya terlalu panjang. Oleh karena itu, 
dikembangkan kajian identifikasi secara 
filogenetik berdasarkan berbagai bagian dari 
sekuen 28S rDNA antara lain bagian ITS (Internal 
Transcribed Spacer). Sekuen ITS 28S rDNA 
tersebut memiliki kurang lebih 600 nukleotida. 
Menurut Hebert dan Gregory (2005 cit. Shenoy et 
al., 2007) penggunaan karakter DNA saja tidak 
cukup untuk mendiskripsikan suatu spesies baru. 
Ternyata sekuen bagian ITS dari 28S rDNA 
resolusinya kurang spesifik dan peka untuk 
divergensi spesies-spesies yang monofiletik. Oleh 
karena itu hasil identifikasi ini perlu diverifikasi 
dengan sistem identifikasi filogenetik yang lain 
dan identifikasi fenotipik (identifikasi polifasik) 
untuk menetapkan taksa dengan benar dan akurat 
(Jamal et al., 2009). 
Simpulan dan Saran 
Simpulan 
Berdasarkan sekuen parsial daerah ITS 
pada 28S rDNA dengan nilai similaritas lebih 
dari 99%, maka dinyatakan bahwa PW ASG D2  
dan PW LB D2 merupakan anggota Spesies 
Gibberella moniliformis dan PWRJ I D4 anggota 
Spesies Fusarium culmorum. Isolat PC ORG D4 
secara filogenetis merupakan anggota Spesies 
Gibberella sp. 
Saran 
Isolat-isolat kapang yang nilai similaritas 
kurang dari 100% perlu dianalisis klasifikasi 
secara filogenetik terhadap spesies-spesies acuan 
yang lebih banyak dari anggota genus yang sesuai 
untuk memastikan nama spesiesnya.  
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